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Protease merupakan enzim yang mampu menghidrolisis ikatan peptida pada 
substrat protein. Penelitian ini bertujuan mengisolasi serta menentukan kondisi 
optimum produksi enzim protease termofil dari bakteri Bacillus sp. TM2_A2 dari 
sumber air panas Tamalantik, Mamasa, Sulawesi Barat dengan tahapan 
peremajaan bakteri, pembuatan medium inokulum dan medium produksi, 
pengukuran OD (Optical Density), pengukuran kadar protein dan pengujian 
aktivitas protease. Hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa waktu produksi 
optimum protease adalah pada jam ke-48 dengan nilai aktivitas 0,0092 U/mL, 
kadar protein 1,1770 mg/mL. Karakteristik protease dari bakteri Bacillus sp. 
TM2_A2 bekerja optimum pada pH 7,0 suhu 50 °C dengan nilai aktivitas sebesar 
0,0437 U/mL.  
 































        ABSTRACT 
 
Protease is an enzyme that is able to hydrolyze the peptide bonds in the protein 
substrate. The purpose of this research is known about optimum condition of 
protease production from bacteria Bacillus sp. TM2_A2 was come from 
Tamalantik Resources of Hot Water, Regency of Mamasa, West Celebes, with the 
step is renovation bacteria, producer of inoculums medium and production 
inoculums, measuring of OD (Optical Density), measuring of peptide content and 
trial of protease production. Result of this research is showed the time of optimum 
production of protease is time at seventy two (days of three) with value of activity 
is 0,0092 U/mL, content the peptide is optimum activated at pH 7,0 in temperature 
50 °C with the activity value is 0,0437 U/mL.  
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1.1 Latar Belakang  
Perkembangan enzim sudah semakin pesat dan menempati posisi penting 
dalam bidang teknologi dan industri. Kesadaran masyarakat terhadap masalah 
lingkungan yang semakin tinggi serta adanya inisiatif dari para ahli menjadikan 
teknologi enzim sebagai salah satu alternatif untuk menggantikan berbagai proses 
kimiawi dalam bidang industri seperti industri tekstil, detergen, bahan pangan dan 
minuman, bahan kimia, obat obatan dan industri kulit (Muchtadi dkk.,1992). 
Enzim untuk kebutuhan industri umumnya diisolasi dari berbagai jenis 
mikroorganisme. Mikrorganisme dapat menghasilkan enzim dalam jumlah dan 
jenis yang bervariasi, waktu produksinya lebih cepat serta mudah dikontrol. 
Produksi dan perdagangan enzim saat ini didominasi oleh kelompok enzim 
hidrolitik seperti amilase, protease, katalase dan lipase (Poernomo, 2003). 
Aplikasi enzim dalam bidang industri, saat ini membutuhkan  enzim yang 
tahan lingkungan, yaitu memiliki stabilitas yang tinggi dan dapat diperoleh dari 
bakteri yang hidup pada kondisi ekstrim seperti enzim dari bakteri termofilik. 
Bakteri termofilik merupakan mikroba yang potensial memproduksi enzim  yang 
stabil terhadap panas oleh karena itu sangat diperlukan dalam industri baik pangan 
maupun non pangan karena mengurangi kemungkinan kontaminan dan ekonomis.  
Eksplorasi tentang bakteri termofilik dari berbagai sumber hidrotermal 
telah banyak dilakukan dan akan terus dilakukan karena permintaan akan enzim 




suhu tinggi (sekitar 45-70 OC). Oleh karena memiliki ciri khas demikian, maka 
bakteri ini sebagian besar tumbuh dan hidup pada daerah bersuhu tinggi, seperti 
sumber air panas, kawah gunung berapi, dan tempat pengomposan. Keuntungan 
dari bakteri ini adalah memiliki protein yang dapat bekerja pada kondisi 
lingkungan dengan suhu tinggi dimana protein/enzim lain dapat mengalami 
denaturasi (Sugiyono dkk., 2004). 
Salah satu jenis enzim yang banyak dihasilkan oleh mikroorganisme 
termofil adalah enzim protease. Protease merupakan enzim yang mampu 
menghidrolisis ikatan peptida pada substrat protein. Beberapa bakteri termofilik 
penghasil protease yang telah diisolasi dan dikarakterisasi antara lain bakteri 
termofilik yang diisolasi dari sumber air panas Tangkuban Perahu Bandung 
adalah isolat T8 (Tangkuban Perahu di lokasi 8) yang memiliki aktivitas tertinggi, 
pada suhu 60 OC dan pH 8 (Amelinda, 2010), isolat  TPT-20 diisolasi dari sumber 
air panas Semurup Kabupaten Kerinci, Jambi adalah isolat yang memiliki 
aktivitas proteolitik tertinggi pada suhu 50 OC dan pH 8     (Hafiz, 2011). Selain 
itu isolasi dan karakterisasi bakteri termofilik penghasil protease asal mata air laut 
panas Poso, Sulawesi Tengah diperoleh isolat P7-2 memiliki aktivitas proteolitik 
terbesar pada pH 6 dan suhu  50 OC  (Sugiyono dkk., 2004). 
Enzim protease digunakan dalam industri pangan seperti industri keju, bir, 
roti dan daging, sedangkan di bidang non pangan enzim ini dimanfaatkan di 
industri detergen, farmasi, fotografi, tekstil dan kulit (Suhartono,1989). Salah satu 
penelitian yang dilakukan oleh Yetria dan agustien (2004) tentang isolasi enzim 
protease serin alkali dari Bacillus subtilisin, yang mempunyai daya hidrolisis 




bidang kesehatan, enzim protease digunakan untuk pengobatan tumor, radang, 
kelainan darah dan pengaturan kekebalan. Selain itu, karena protein diperlukan 
untuk membawa kalsium yang terikat pada protein dalam darah, kekurangan 
protease dapat menyebabkan artritis, osteoporosis dan penyakit-penyakit lain yang 
berkaitan dengan kekurangan kalsium(Yati dkk., 2011). 
Indonesia sebagai salah satu wilayah yang memiliki aktivitas vulkanoik 
sumber geotermal merupakam sumber mikroorganisme yang dapat memproduksi 
enzim protease termostabil. Sumber air panas Tamalantik, kabupaten Mamasa, 
Sulawesi Barat adalah salah sumber geotermal yang merupakan lokasi 
pengambilan sampel bakteri termofil penghasil enzim protease termofil.   
  
1.2 Rumusan Masalah 
 Adapun rumusan masalah dalam penelitian ini adalah : 
1. Bagaimana potensi dan karakteristik bakteri yang diisolasi dari sumber air 
panas Tamalantik, Mamasa tersebut ? 
2. Bagaimana kondisi optimum produksi enzim protease termofil yang diperoleh 
dari hasil isolasi bakteri termofilik sumber air panas Tamalantik,Mamasa 
tersebut ? 
3. Bagaimana karakteristik sifat biokimiawi enzim protease dari sumber air 















1.3 Maksud dan Tujuan Penelitian 
1.3.1 Maksud Penelitian 
  Maksud penelitian ini adalah untuk diperoleh isolat bakteri termofil yang 
memiliki aktivitas proteolitik serta mampu memberikan informasi terhadap 
eksplorasi enzim protease dari sumber air panas. 
1.3.2 Tujuan Penelitian 
 Tujuan dari penelitian ini antara lain : 
1. Mengisolasi dan mengidentifikasi bakteri termofilik dari sumber air panas 
Tamalantik, Mamasa. 
2. Menentukan kondisi optimum produksi enzim protease termofil dari bakteri 
sumber air panas Tamalantik, Mamasa. 
3. Menentukan karakteristik sifat biokimiawi protease termofil dari bakteri 
tersebut. 
 
1.4 Manfaat Penelitian 
 Manfaat dari penelitian ini adalah  memberikan informasi ilmiah tentang 
enzim protease yang bersumber dari mikroorganisme khususnya yang diisolasi 










2.1 Tinjauan Umum Mikroba 
Pemilihan mikroba sebagai sumber enzim mempunyai beberapa 
keuntungan bila dibandingkan dengan enzim yang diisolasi dari tumbuhan 
maupun hewan. Keuntungan itu antara lain 1) sel mikroba lebih mudah untuk 
ditumbuhkan dan kecepatan pertumbuhannya relatif lebih cepat, 2) skala produksi 
sel lebih mudah ditingkatkan apabila dikehendaki produksi yang lebih besar, 3) 
biaya produksinya relatif lebih murah, 4) kondisi selama produksi tidak 
tergantung oleh adanya perubahan musim dan 5) waktu yang dibutuhkan dalam 
proses produksi lebih singkat (Poernomo, 2003). 
Kurva pertumbuhan mikroba merupakan gambaran sejak awal hingga 
terhenti mengadakan kegiatan. Kurva ini terbagi ke dalam beberapa fase yaitu 
fase adaptasi (bakteri baru mulai menyesuaikan diri dengan lingkungannya), fase 
lag/pertumbuhan (bakteri mulai membela diri) fase tetap (jumlah sel yang mati 
sebanding jumlah sel yang hidup), dan fase kematian (sel mati karena kehabisan 
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       Gambar 1. Kurva pertumbuhan mikroba ( Waluyo, 2004 ) 
2.2  Bakteri termofil 
Bakteri termofilik dapat tumbuh pada suhu yang relatif tinggi yaitu kisaran  
suhu 45-55 °C dengan kisaran pH (10>x>2). Kelompok bakteri termofil tergolong 
dalam kelompok Archaebacteria yang secara umum struktur selnya memiliki 
beberapa kelebihan dibanding kelompok bakteri lainnya. Kelompok ini umumnya 
memiliki daya adaptasi yang sangat tinggi terhadap kondisi lingkungan yang 
bersifat ekstrim seperti temperatur, kadar garam, pH, tekanan dan oksigen dimana 
mikroorganisma lain tidak dapat mempertahankan aktivitas hidupnya              
(Rosa dkk., 1986). 
Menurut Brock (1986), terdapat tiga faktor yang menyebabkan bakteri 
termofilik mampu bertahan hidup dan berkembang biak pada suhu tinggi, yaitu 
kandungan enzim dan protein yang lebih stabil dan tahan terhadap panas, molekul 
pensintesis protein yang stabil terhadap panas, dan membran lipid sel termofil 
mengandung banyak asam lemak jenuh yang membentuk ikatan hidrofobik yang 
sangat kuat. Bakteri termofilik, contohnya Thermus aquaticus memiliki membran 
termostabil yang akan memproduksi lemak yang memiliki titik cair yang lebih 
tinggi ketika temperatur lingkungan naik.  
Pada saat ini bakteri termofilik dipelajari dan diteliti secara intensif karena 
alasan pengembangan penelitian dasar dan aplikasi bioteknologi. Bakteri 
termofilik berpotensi sebagai sumber enzim khas yang dapat digunakan pada 
proses pengolahan limbah maupun pelapukan mineral (Brock, 1986).          
Enzim-enzim tersebut mampu bertahan dan aktif pada temperatur yang tinggi. 




Penggunaan enzim yang mampu bertahan pada suhu tinggi dalam bidang 
bioteknologi dapat menurunkan biaya operasi dan meningkatkan kecepatan reaksi                    














 Gambar 2. Bakteri termofilik Bacillus stearothermophilus(Amelinda,2010) 
  
  
2.3  Mikroorganisme Penghasil Enzim 
Berbagai jenis bakteri seperti Bacillus, Pseudomonas, Clostridium, 
Proteus, dan Seratia merupakan penghasil enzim protease yang cukup potensial 
(Suhartono 1989). Beberapa penelitian yang telah dilakukan Choi dan Kim (2001) 
yang memproduksi protease serin dengan menggunakan Bacillus 
amyloliquefaciens DJ-4 hanya menitikberatkan pada pengaruh NaCl dan 
kestabilannya terhadap panas. Son dan Kim (2003) selanjutnya melakukan 
penelitian tentang identifikasi protease dengan menggunakan bakteri Bacillus 
amyloliquefaciens S-94 yang dapat menghasilkan endopeptidase.              
Berbagai jenis mikroorganisme lain yang dapat menghasikan enzim protease 







Tabel 1. Protease dari Beberapa Mikroorganisme 
 
Sumber Protease 






  Optimum 
Bacillus subtilis  7,5 50 Setyorini dkk., 2006 








7 50 Ren, dkk., 2004 
Staphylococcus 
epidermidis 




Olajuyigbe dan Ajele, 
2008 
Bacillus sp 31 9 60 Esti dkk., 2009 
 
 
2.4 Protease dari bakteri termofil 
 
Protease merupakan enzim proteolitik yang mengkatalisis pemutusan 
ikatan peptida pada protein. Protease dibutuhkan secara fisiologi untuk kehidupan 
organisme pada tumbuhan, hewan maupun mikroorganisme. Menurut            
Ward (1983) dalam Amelinda (2010) protease diklasifikasikan berdasarkan    
sifat-sifat kimia sisi aktif enzim, yaitu protease serin (memiliki asam amino serin 
pada sisi aktifnya), protease sulfhidril (memiliki gugus sulfhidril pada sisi 
aktifnya), protease metal (memiliki ion logam pada sisi aktifnya), dan protease 




Keanekaragaman bakteri termofilik dapat dimanfaatkan untuk berbagai 
tujuan. Bakteri termofilik berpotensi sebagai sumber-sumber enzim khas yang 
dapat digunakan pada proses pengolahan limbah maupun pelapukan mineral 
(Brock ,1986). Enzim-enzim tersebut mampu bertahan dan aktif pada temperatur 
yang tinggi. Sifat seperti ini sangat dibutuhkan oleh industri-industri berbasis 
enzim. Penggunaan enzim yang mampu bertahan pada suhu tinggi dalam bidang 
bioteknologi dapat menurunkan biaya operasi dan meningkatkan kecepatan reaksi 
(Aguilar dkk., 1998). 
 Pada bioteknologi modern, mikroorganisme termofilik mampu mensintesis 
senyawa yang stabil pada kondisi panas yang terdapat pada enzim, sedangkan 
mikroorganisme mesofilik dapat mengalami denaturasi. Oleh sebab itu  enzim 
termofilik dapat dijadikan biokatalis pada protein-protein yang bersifat 
termostabil (Muharni, 2010). 
 Beberapa tahapan yang dapat dilakukan untuk mengisolasi dan seleksi 
bakteri termofilik adalah pemilihan substrat yang sesuai dengan bakteri yang akan 
diisolasi. Pada tahun 2010, Amelinda berhasil mengisolasi bakteri dari sumber air 
Tangkuban Perahu pada suhu 50 
o
C. Isolat T8 yang berasal dari Tangkuban 
Perahu memiliki indeks proteolitik sebesar 33.5 dengan nilai aktivitas sebesar          
3.8375 x 10-3 U/mL. Aktivitas proteolitik meningkat dengan pengendapan 
ammonium sulfat 60%, yaitu 7.7257 x 10-3 U/mL. Kondisi optimum enzim yaitu 
pada pH 8 dan suhu 60 
o
C (Amelinda, 2010). 
Beberapa jenis penelitian lainnya yaitu isolasi enzim protease dari bakteri 
termofil diantaranya enzim protease yang dihasilkan oleh                             




(protease netral) dan 9,0 (protease alkali) sehingga diduga terdapat 2 jenis 
protease. Suhu optimum enzim protease yang dihasilkan oleh Bacillus 
amyloliquefaciens NRRL B-14396 adalah 50 
o
C sehingga kedua jenis enzim 
mempunyai pH optimum yang sama (Novita, 2006). Selain itu Hafiz (2011) 
berhasil mengisolasi bakteri termo-proteolitik isolat sumber air panas semurup 
kabupaten Kerinci, Jambi dan hasil isolasi menunjukkan bahwa 120 isolat bakteri 
termofilik telah berhasil diisolasi dari sumber air panas Semurup, Kabupaten 
Kerinci, Jambi. 41 isolat diperoleh dari lokasi I dengan interval suhu 60-80 
o
C, pH 
7 dan jumlah isolat yang paling banyak ditemukan pada lokasi II dengan interval 
suhu 50-90 
o
C, pH 3-7 sebanyak 79 isolat. 
 
2.5 Aplikasi Protease 
Protease memiliki aplikasi yang yang sangat luas baik secara ekonomi 
maupun dalam dunia medis. Secara ekonomi, protease memiliki nilai yang tinggi 
karena aplikasinya yang sangat luas. Industri penggunaan protease diantaranya 
adalah keju, bir, film, deterjen, kulit, tekstil, hidrolisat protein, pengolahan susu, 
farmasi, film, dan limbah, sedangkan dalam dunia medis enzim  protease 
digunakan sebagai terapi untuk pengobatan tumor, radang, kelainan darah dan 












Tabel 2. Aplikasi Protease   
 
No Protease Fungsi Sumber Enzim 
1. Fisin 
Pengempuk daging dan 
pengawet bir 
Getah pohon ficus 
2. Papain 
Pengempuk daging dan 
pengawet bir 
Getah papaya 
3. Bromelin Penjernih bir Nenas 
4. Renin 
Proses pembuatan keju dan 
pudding  
Lambung anak sapi, 
domba atau kambing 
5. Protease dari kapang Industri keju 
Penicillium 
roqueforti 
6. Protease bakteri 
Menghidrolisis kasein, 
hemoglobin dan gelatin 
Enzim subtilin dari  
B. Subtilis.  
Di pasaran dikenal 
dengan nama Subtilin 
Carlsberg, subtilin 
Novo, Subtilin BPN 
7. Tripsin 
Hanya memecah ikatan 




Hanya memecah ikatan 
peptida antara AA aromatic 




Pencernaan protein di lower 
track (usus) 
Mikroba dalam 
lambung hewan dan 
manusia 




Menghidrolisis elastin. Elastin 
memecah ikatan peptide pada 







Memecah ikatan disulfida 
pada keratin yaitu unsur utama 
wool, rambut, tanduk, kuku, 




        








3.1 Bahan Penelitian 
 Bahan yang akan digunakan dalam penelitian ini adalah air sumber air 
panas, bakto agar, yeast ekstrak, bakto pepton, kasein, natrium klorida (NaCl), 
kalium hidrogen fosfat (KH2PO4), magnesium sulfat hepta hidrat (MgSO4.7H2O), 
buffer fosfat (NaH2PO4 dan Na2HPO4), natrium hidroksida (NaOH), spiritus, 
alkohol 70%, aquades, aluminium foil, kertas pH universal, reagen Lowry A 
(asam fosfo-tungstat-fosfo-molibdat (folin) dan aquades), Lowry B (Na2CO3 2%, 
NaOH, CuSO4 1%, Na-K-tartrat), BSA (Bovine Serum Albumin), TCA            
(Tri Cloroacetic Acid) p.a. 
3.2 Alat Penelitian 
 Alat-alat yang akan digunakan pada penelitian ini adalah neraca analitik 
(Ohaus), inkubator (Memmert), oven (Memmert), autoclave (Model 8000-DSE 
Napco), waterbath (Memmert), sentrifuse (Sentrifus Universal 320 R Hettich 
Zentrifugen), spektronik 20D+, mikropipet 100-1000 µL                      
(Finnipipette Campus),botol sampel steril, cawan petri, jarum ose, lampu spiritus, 
shaker, glasswoll dan alat-alat gelas yang umum digunakan di laboratorium. 
 
3.3 Waktu dan Tempat Penelitian 
 Penelitian dilaksanakan dari bulan Juni 2013 Laboratorium Biokimia 





3.4 Prosedur Penelitian 
3.4.1 Pengambilan sampel 
Sampel air di sumber air panas Tamalantik, Mamasa diambil pada 4 titik 
yang berupa air. Sebelum sampel air diambil terlebih dahulu dilakukan 
pengukuran parameter fisika dan kimia di lokasi.  Parameter yang diukur adalah 
suhu dan pH air. Sampel air iambil masing-masing sebanyak 100 ml dan 
dimasukkan ke dalam botol steril berwarna cokelat lalu dimasukkan ke dalam cool 
box yang  diberi es dianalisis lebih lanjut. 
3.4.2 Pembuatan Medium Pengayaan 
  Komposisi media pengayaan adalah yeast ekstrak 0,5%, NaCl 1%, pepton 
1% dilarutkan dalam akuades 100 mL, kemudian dimasukkan ke dalam 
erlenmeyer 250 mL steril. Media yang telah dimasukkan ke dalam erlenmeyer, 




3.4.3 Pembuatan Medium Padat  
Komposisi medium padat adalah yeast ekstrak 0,5%, NaCl 1%, Bakto 
Agar 1,5%, pepton 1% dilarutkan dalam akuades 100 mL pada pH 7. Selanjutnya 
dipanaskan sampai larut lalu disterilkan dengan autoclave selama 20 menit, 
didinginkan kemudian dituang pada cawan petri steril sekitar 15 mL. 
 
3.4.4 Pembuatan Medium tumbuh (suplemen) dan Medium Selektif 
Proteolitik 
 
Medium tumbuh dibuat dengan melarutkan yeast ekstrak 0,1%, pepton 
0,1%, CaCl2 0,01%, KH2PO4 0,01%, NaCl 0,1%, MgSO4.7H2O  0,01% dan 




(suplemen) digores sebanyak dua kali (suplemen 1 digores ke suplemen 2).     
Untuk medium selektif  ditambahkan substrat yaitu kasein. Selanjutnya, 
dihomogenisasi dengan megnetik stirer, dididihkan dan disterilkan selama 30 
menit di dalam autoclave, didinginkan kemudian dituang ke dalam cawan petri 
steril. 
 
3.4.5 Isolasi Mikroba dari sumber air panas 
Sampel air diambil dari sumber air panas Tamalantik Kabupaten Mamasa 
Sulawesi Barat yang bersuhu (45–53) oC. Sebanyak 200 µL sampel air 
dimasukkan ke dalam dan dikocok selama 20-24 jam dan disebar di atas 
permukaan media padat dan diratakan dengan menggunakan batang pengaduk 




C, dan 50 
o
C beberapa hari      
(0-4 hari). Isolat yang tumbuh dengan baik selanjutnya dimurnikan dengan cara 




C dan 37 
o
C. 
Setelah diperoleh isolat tunggal selanjutnya digores kembali pada medium selektif 
bakteri penghasil protease dan diinkubasi selama 2-3 hari pada suhu 37 
o
C dan    
40 
o
C. Indikasi bahwa mikroba mampu mendegrasi protein (kasein) dengan baik 
ditunjukkkan melalui  isolat yang tumbuh dengan baik dan memiliki zona bening 
disekitar koloni. Isolat murni yang sudah memiliki zona bening diuji indeks 
proteolitiknya. Isolat yang memiliki indeks proteolitik (IP) yang tinggi dengan 
waktu inkubasi tercepat dipilih untuk produksi enzim dan identifikasi mikroba 
 




 Isolat bakteri penghasil protease yang telah dimurnikan pada substrat 
dikarakterisasi morfologinya dengan melakukan pengamatan secara mikroskopis, 
makroskopis, dan uji biokimia pada isolat. 
3.6.4.1 Karakterisasi Bakteri Penghasil Protease secara Makroskopis dengan         
Pewarnaan Gram 
 
  Karakterisasi bakteri penghasil protease secara makroskopis dilakukan 
dengan mengamati bentuk koloni isolat dilihat dari atas, permukaan koloni dilihat 
dari samping dan tepi koloni dilihat dari atas. 
 
3.4.6.2 Karakterisasi Bakteri Penghasil Protease secara Mikroskopis dengan  
Pewarnaan Gram 
 
Pewarnaan gram dilakukan dengan mengambil satu ose isolat bakteri, 
diletakkan pada kaca objek yang ditetesi 1 tetes air, disebar, kemudian difiksasi 
dengan memanaskannya di atas lampu bunsen. Pewarnaan dilakukan dengan 
kristal violet dengan memiringkan gelas objek. Setelah 1 menit dibilas dengan air 
perlahan, kemudian diberi gram iodin, setelah itu secepatnya diberi aseton alkohol 
dan dibilas. Kemudian diteteskan larutan safranin sebagai zat warna tandingan, 
dibiarkan satu menit, lalu dibilas dengan air dan dikeringkan perlahan dengan 
tissu.  Selanjutnya diamati di bawah mikroskop, bentuk dan penataan sel-selnya 
serta gramnya (Cappuccino, 1983). 
Pewarnaan spora dilakukan dengan mengambil satu ose isolat bakteri, 
difiksasi pada kaca objek, lalu diberikan 2-3 tetes Malachite green, lalu 
dipanasuapkan selama 5 menit (sampai uap terlihat), didiamkan selama 1 menit, 
bilas dengan aquadest, diteteskan safranin dan dibiarkan selama 30 detik, lalu 
dikeringkan tanpa pamanasan Setelah itu diamati dengan mikroskop, spora 







3.4.6.3 Uji Biokimia Sederhana (Cappuccino, 1983) 
a. Uji Triple Sugar Iron  
Uji fermentasi karbohidrat dilakukan dengan menggores isolat bakteri 
pada permukaan media miring Triple Sugar Iron agar dan juga ditusuk lurus pada 
bagian tengah media. Kultur dinkubasi selama 48 jam pada suhu 40 
o
C, lalu 
diamati perubahan warna media. Uji positif bila terjadi perubahan warna media 
TSIA dari warna teh menjadi warna oranye atau kuning. Pembentukan H2S dapat 
diamati dengan terbentuknya warna kehitaman ada beka goresan, pembentukan 
gas dapat diamati dengan terbentuknya rongga pada bagian bawah agar. 
b. Uji Simmons Agar (SCA) 
Uji sitrat dilakukan dengan mengambil satu ose isolat bakteri, digores 
pada permukaan media Simon Citrat Agar dan dengan ose lurus satu ose isolat 
bakteri juga ditusukkan ke bagian tengah media sampai ke dasar tabung reaksi. 
Media kultur tersebut diinkubasi pada suhu 40 
o
C selama 48 jam. Uji positif bila 
media berubah dari warna hijau menjadi warna biru. 
c. Uji Methyl Red – Voges Proskauer (MR-VP) 
 Uji bMR berfungsi untuk mendeteksi bakteri menggunakan jalur asam 
campur. Fermentasi asam campuran ditentukan dengan cara menumbuhkan 
mikroorganisme dalam kaldu yang mengandung glukosa, lalu diinkubasi pada 
suhu 40 
o
C. Selanjutnya ditambahkan reagen methyl red  ke dalam kaldu, apabila 




Untuk uji FP digunakan untuk mengidentifikasi mikroorganisme yang mengalami 
fermentasi 2,3-butadianol, apabila bakteri memfermentasi karbohidrat menjadi 
2,3-butadianol sebagai produk utama, akan terjadi penumpukan bahn tersebut 
dalam media pertumbuhan. Uji ini dilakukan dengan menambahkan 40% KOH 
dan 5% larutan apthanaphtol dalam ethanol untuk menentukan adanya asetoin. 
Pada penambahan KOH, adanya asetoin ditunjukkan adanya perubahan warna 
kaldu menjadi merah muda. Perubahan warna ini diperjelas dengan penambahan 
larutan alpha-naphtol. Perubahan warna kaldu biakan lebih jelas pada bagian yang 
berhubungan dengan udara, karena sebagian 2,3 –butadianol dioksidasikan 
kembali menjadi asetoin sehingga memperjelas hasil reaksi. Berdasarkan hali ii 
tabung yang berisi kaldu dikocok sehinggah berbuih, kemudian tutup tabung 
dibuka dan dimiringkan di atas meja.  
d. Uji Molilitas 
Uji Motilitas dilakukan dengan cara menginokulasikan isolat bakteri 
dengan cara menusukkan jarum ose secara tegak lurus hingga setengah tinggi 
media Sulfit Indol Motility pada tabung reaksi. Tabung diinkubasi selama 48 jam 
pada suhu   40 
o
C, setelah itu diperhatikan jejak pergerakan bakteri. 
 
3.4.7  Pembuatan dan penyiapan inokulum 
Medium inokulum dibuat dengan komposisi sebagai berikut :yeast ekstrak 
0,5%, pepton 0,01%, amonium sulfat, CaCl2 0,01%, KH2PO4 0,01%, NaCl 0,1%, 
MgSO4.7H2O 0,01% dan kasein0,5%, dilarutkan dalam akuades 100 mL. 
Selanjutnya larutan dihomogenisasi dengan magnetik stirrer, dipanaskan sampai 
larut lalu disterilkan dalam autoklaf selama 30 menit, didinginkan kemudian 




diambil 2 – 3 ose ditanam ke dalam medium inokulum yang telah disiapkan.  
Kemudian biakan tersebut dimasukkan ke dalam shaker pada kondisi 40 
o
C, 180 
rpm selama 18 – 24 jam untuk masuk dalam medium produksi. 
 
3.4.8 Pembuatan medium produksi 
Medium produksi dibuat dengan komposisi sebagai berikut : amonium 
sulfat 0,7%, yeast ekstrak 0,05%, bakto pepton 0,1%, NaCl 0,1%, K2HPO4  
0,01%, MgSO4.7H2O 0,01%, CaCl2 pada berbagai konsentrasi (0,01%; 0,025%; 
0,05%; 0,075%; 0,1%), kasein 0,5% dilarutkan dengan akuades lalu 
dihomogenisasi dengan magnetik stirrer dan disterilkan denganautoclave. 
 
3.4.9 Penentuan Waktu Produksi Optimum Protease    
Sebelum produksi protease terlebih dahulu dilakukan penentuan waktu 
produksi optimum. Isolat murni yang telah diremajakan dikultivasi dalam medium 
fermentasi/produksi untuk melakukan pengujian aktivitas enzim protease. Proses 
ini dimulai dengan pembuatan inokulum kemudian dilanjutkan dengan proses 
fermentasi (produksi enzim). Inokulum yang telah diinkubasi selama 18 - 24 jam 
pada suhu 40 
o
C; 180 rpm, diambil sebanyak 10 % untuk diinokulasikan ke dalam 
100 mL medium produksi. Setiap 12 jam sampling dilakukan untuk pengukuran 
pertumbuhan mikroba yang dikenal dengan pengukuran OD (optical density) pada 
panjang gelombang 660 nm, pengukuran aktivitas enzim protease serta analisis 
kadar proteinnya. 
3.4.10  Produksi Enzim Protease Ekstraseluler 
Setelah diketahui waktu produksi enzim optimum, dilakukan produksi 




Sampel disentrifugasi 3500 rpm pada suhu 40 
o
C selama 30 menit. Supernatan 
diambil dan dianalisis kadar protein dan pengujian aktivitas protease terhadap 
pengaruh pH dan suhu.  
 
3.4.11 Pengujian Aktifitas Enzim Proteolitik 
 Prosedur untuk mengukur aktifitas enzim proteolitik adalah metode Walter 
(1984) yang telah dimodifikasi. Ada tiga perlakuan yaitu blanko, standar dan 
sampel. Sebanyak 0,1 mL larutan enzim dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang 
berisi 0,5 mL kasein 1% b/v dan 0,5 mL buffer fosfat pH 7. Perlakuan pada 
blanko dan standar, enzim diganti dengan akuades dan tirosin 0,1 mM. Larutan 
tersebut diinkubasi pada suhu 37 
o
C selama 10 menit. Reaksi hidrolisis dihentikan 
dengan cara penambahan 1 mL TCA (asam trikloroasetat) 0,1M. Pada blanko dan 
standar ditambahkan 0,1 mL akuades selanjutnya larutan diinkubasi kembali pada 
suhu 40 
o
C selama 10 menit, dilanjutkan dengan sentrifugasi pada kecepatan 
10000 rpm selama 10 menit. 
Sebanyak 0,75 mL supernatan ditambahkan ke dalam tabung reaksi yang 
berisi 2,5 mL Na2CO3 0,4 M kemudian ditambahkan 0,5 mL pereaksi folin 
Ciocalteau (1:2) dan diinkubasi pada suhu 40 
o
C selama 20 menit. Hasil inkubasi 
diukur dengan spektrofotometer pada λ maksimum. Aktivitas enzim proteolitik 
dapat dihitung dengan rumus : 
UA = 
    –   
       
         ⁄  
           Keterangan: 
UA     = Unit aktivitas enzim 
Asp     = Nilai absorbansi sampel 
Ast      = Nilai absorbansi standart 




P        = Faktor pengenceran 
T        = Waktu inkubasi 
 
Satu unit protease (U) didefinisikan sebagai sejumlah enzim yang 
dibutuhkan untuk menghasilkan 1 µmol tirosin tiap menit dengan substrat kasein. 
 
 
3.4.12 Pengukuran Kadar Protein Metode Lowry  
Komposisi reagen Lowry B adalah Na2CO3 2% dalam NaOH 0,1 N : CuSO4 1% : 
Natriun-kalium-tartrat (100 : 1 :1) dan reagen Lowry A adalah larutan asam phospho-
tungstic-phospho-molybdic (foolin) : aquades (1 : 1). Kadar protein diukur dengan 
menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang  maksimum dengan 
menggunakan BSA (Bovine serum Albumin) sebagai standar. 
Sebanyak 1 mL larutan enzim proteolitik, 1 mL larutan standar, 1 mL aquades 
dimasukkan masing-masing dalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan 2,5 mL larutan 
Lowry B, dihomogenkan lalu didiamkan selama 10 menit. Selanjutnya ditambahkan 0,25 
mL Lowry A dan diinkubasi kembali pada 25 oC selama 30 menit dengan sesekali 
dikoocok, kemudian absorbansi diukur pada panjang gelombang maksimum BSA yang 
telah ditentukan dengan spektofotometer UV-Vis. 
 
3.4.13  Karakterisasi Enzim Proteolitik dari Mikroba Termofil 
Produksi protease dilakukan pada kondisi optimum, lalu dilakukan 
pemisahan sel dari medium dengan cara sentrifugasi pada kecepatan 4000 rpm,   
30 menit, 40 
O
C. Supernatan yang mngandung ekstrak kasar enzim protease 
dikarakterisasi dengan cara : campuran (enzim : substrat : buffer) diinkubasi pada 
berbagai variasi kondisi, seperti pH dan suhu. Tahapan kerja karakterisasi seperti 
berikut: 




Campuran 1,0 mL enzim, 1,0 mL substrat dan 1,0 mL buffer fosfat 0,1 M 











C kemudian dilakukan pengujian aktivitas proteolitik pada setiap 
perubahan suhu sehingga diperoleh aktivitas proteolitik optimum pada suhu 
tertentu. 
b. Penentuan pH optimum 
Campuran 1,0 mL enzim, 1,0 mL substrat dan 1,0 mL bufer sitrat 0,1 M 
dan bufer posfat 0,1 M pada berbagai kisaran pH 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; dan 8,0 
dicampur dan diinkubasi selama 60 menit pada suhu optimum kemudian 
dilakukan pengujian aktivitas enzim proteolitik pada setiap perubahan pH 







HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
4.1 Isolasi dan Seleksi Bakteri Proteolitik 
 Pengukuran suhu dan pH dilakukan pada masing-masing lokasi sebagai 
berikut : lokasi I (suhu 53 
o
C, pH 7),  lokasi II (suhu   52 
o
C, pH 7) lokasi III (suhu 
46 
o
C, pH 6,7) dan lokasi IV ( suhu 50 
o
C, pH 7 ). Sampel diambil sebanyak 10 
mL lalu ditumbuhkan pada media pengayaan lalu dikocok selama kurang lebih  48 
jam. Setelah itu bakteri disebar pada medium padat. Masing-masing isolat 
dimurnikan dengan menggores kuadran beberapa kali medium suplemen dan 




C dan 37 
o
C. Hasil isolasi dan pemurnian bakteri 
pada media suplemen 1 dan 2 diketahui adanya bakteri yang tumbuh dengan 
tingkat pertumbuhan bakteri yang berbeda-beda jumlahnya (Tabel 3). Hal ini 
disebabkan karena perbedaan tingkat adaptasi isolat bakteri dengan medium atau 
lingkungan hidupnya. Pada media padat selektif diketahui bahwa isolat berpotensi 















                             Gambar 3. Isolat Bakteri Penghasil Protease 





             Hasil Goresan       
Isolat Suplemen 1      Suplemen 2   Media substrat 




TM1_A1       - + +++ +++  ++++  +++ 
TM1_A2 - + + ++ +++  ++++  ++++ 
 2 
TM2_A1 +++++ ++++ +++++ +++++  +++++  +++++ 
  TM2_A2 +++++ ++++ + + ++ + +++  +++++  +++++ 
 3 
TM3_A1 ++++ ++++ + +++ ++++  ++++  ++++ 
  TM3_A2 + ++ +++ + +++ + +++  ++++  ++++ 
 4 
TM4_A1 + ++ ++++ + +++ ++++  ++++  ++++ 




TM1_A1      ++ + +++ +++  ++++  +++ 
TM1_A2 +++ +++ + ++ +++  ++++  ++++ 
 
2 
TM2_A1 +++++ +++++ +++++ ++++  +++++  +++++ 
  TM2_A2 +++++ ++++ + + ++ + +++  +++++  +++++ 
 
3 
TM3_A1 ++ ++++ + +++ ++++  ++++  ++++ 
  TM3_A2 ++ +++ + +++ + +++  ++++  ++++ 
 4 
TM4_A1 + ++++ + +++ ++++  ++++  ++++ 
  TM4_A2 ++ + + +++ + +++  ++++  ++++ 
Keterangan: 
+         : sedikit     + + + +     : banyak  
+ +      : kurang banyak    + + + + + : sangat banyak 
+ + +   : cukup banyak 
TM: Tamalantik 
Isolat TM2_A2 (Gambar 4) paling banyak tumbuh pada media substrat 









            Gambar 4. Isolat bakteri  Sumber Air Panas Tamalantik 
Pengamatan makroskopis isolat murni TM2_A2 memiliki koloni yang 
bulat, tepian berombak, pertumbuhannya menyebar dan elevasi timbul. 
Sedangkan secara mikroskopis, bakteri TM2_A2 menunjukkan bakteri aerob dan 
termasuk bakteri gram positif karena bakteri tersebut berwarna biru keunguan 
setelah diberi larutan lugol. Uji biokimia sederhana terdiri dari uji TSIA (Triple 
Sugar Iron), uji SCA (Simmons Citrate Agar), Uji MR-VP (Methyl Red – Voges 
Proskauer) dan uji gula yang meliputi uji sitrat, uji glukosa, uji sukrosa, dan uji 
manitol. Hasil identifikasi dan uji biokimia terhadap isolat bakteri TM2_A2 dapat 
dilihat  Tabel 4. 
 
Tabel 4. Hasil Identifikasi dan Uji Biokimia Isolat  
UJI MORFOLOGI HASIL UJI 
Makroskopis 
Pertumbuhan menyebar, Koloni bulat, Tepian berombak 
Elevasi timbul 
Mikroskopis Basil Gram Positif, Ada Spora pada sel 
Uji Gula – Gula : 
          Glukosa Positif 
         Laktosa Negatif 
         Sukrosa Negatif 
         Manitol Negatif 
SIM : 
 
         Indol Negatif 
         Motil Negatif 
Uji Metil Merah Negatif 




Uji Sitrat Negatif 
Uji Hidrogen Sulfida  Negatif 
Uji Urea Positif 
 
Hasil uji bakteri pada Tabel 4 disimpulkan bakteri yang diperoleh adalah 
bakteri Bacillus sp. Hasil uji TSIA bakteri pada Tabel 4 menunjukkan hasil positif 
dengan adanya perubahan warna merah menjadi warna kuning. Hal ini 
menunjukkan isolat bakteri yang memproduksi enzim pada lingkungan aerob. 
Isolat tidak menghasilkan gas H2S yang ditandai dengan tidak 
terbentuknya endapan hitam karena bekas goresan tidak berwarna kehitaman dan 
tidak terbentuk rongga pada bagin bawah media agar. Hal ini menunjukkan bahwa 
isolat TM2_A2 tidak termasuk bakteri anaerob karena tidak menghasilkan gas 
H2S yang merupakan hasil metabolisme bakteri anaerob. Untuk uji SCA 
menunjukkan isolat TM2_A2 tidak menggunakan sitrat sebagai sumber 
karbonnya yang ditandai dengan tidak adanya perubahan warna biru pada media 
SCA artinya hasil yang diperoleh untuk uji sitrat  negativ. Uji SIM menunjukkan 
bahwa uji Indol negatif, motilitas juga negatif, dan H2S negatif. Untuk uji Metil 
merah hasilnya negatif dan uji Voges Proskauer adalah negatif. Hal ini ditandai 
dengan berubahnya warna media yang semulanya merah menjadi kuning yang 
berarti terjadi fermentasi asam campuranyang dapat menurunkan pH media 
biakan. Selanjutnya uji Voges-Proskauer hasilnya negatif artinya bakteri ini tidak 
mampu menggunakan fermentasi butanadiol. 
Hasil uji urea memperlihatkan bakteri tidak menghasilkan urease yang 
berarti urea tidak terhidrolisis sedangkan uji sitrat menunjukkan adanya 




bahwa bakteri tersebut membutuhkan gerakan untuk pertumbuhan. 
Berdasarkan hasil dentifikasi bakteri tersebut maka isolat  masuk kelas Bacillus 
sp.  
 
4.2 Penentuan Waktu Optimum Produksi Enzim  
 Bakteri pada media produksi tersebut diinkubasi pada suhu  40 
o
C, 180 
rpm selama ± 4 hari. Setiap 12 jam dilakukan samping untuk pengukuran 
pertumbuhan mikroba (Pengukuran OD), uji aktivitas serta analisis kadar 
proteinnya. Untuk hasil pengujian optical density (OD) dan uji aktivitas enzim  
berdasarkan waktu fermentasi terlihat pada Tabel 5. 
Tabel 5. Data hasil penentuan waktu produksi optimum protease dari bakteri       dan 









1 12 0,362 0,0015 
2 24 0,4 0,0041 
3 36 0,494 0,007 
4 48 0,437 0,0092 
5 60 0,333 0,0062 
6 72 0,3 0,0053 
 
Hasil pengamatan menunjukkan bahwa pertumbuhan bakteri                    
mengalami fase adaptasi  pada jam ke-12 hingga jam ke-24. Selama waktu 
tersebut bakteri mulai menyesuaikan diri dengan lingkungan yang baru, sehingga 




Pada fase eksponensial sel-sel bakteri sangat aktif membelah dan metabolisme sel 
berlangsung cepat. Pertumbuhan bakteri mulai melambat ketika memasuki fase 
stasioner, yaitu mulai pada jam ke-48, hal ini disebabkan nutrisi dan substrat        
di dalam media mulai berkurang, sehingga kematian sel meningkat. Jumlah sel 
yangmati semakin meningkat sampai terjadi suatu keadaan dimana jumlah sel 
yang hidup samadengan jumlah sel yang mati. Fase kematian terjadi pada jam ke-
72, hal ini terjadi karena jumlah substrat dan nutrisi hampir habis, sehingga sel 
semakin lama sudah tidak dapat tumbuh lagi. Pada bakteri , pertumbuhan optimal 
selberada pada fase eksponensial. Grafik perbandingan antara optical density 
dengan aktivitas enzim protease pada Gambar 5. 
 
 
Gambar 5. Pengaruh Waktu Fermentasi Terhadap Pertumbuhan Bakteri dan 
Aktivitas Protease. 
Berdasarkan hasil penentuan kurva produksi protease pada Gambar 5,               
dapat disimpulkan bahwa aktivitas protease berkorelasi positif terhadap 











































aktivitas protease yang dihasilkan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pada jam 
ke-48, bakteri  menghasilkan aktivitas protease yang paling tinggi, yaitu sebesar 
0,0092 U/mL yang digunakan sebagai waktu inkubasi optimum. Tahap akhir dari 
proses produksi enzim protease dari bakteri  adalah isolasi dengan menggunakan 
sentrifus pada kecepatan 3500 rpm selama 15 menit. Supernatan yang diperoleh 
merupakan ekstrak kasar protease. 
4.3 Pengukuran Kadar Protein 
Hasil pengukuran kadar protein dengan menggunakan metode Lowry 
menghasilkan data sebagaimana terlihat pada Tabel 6 dan dari tabel tersebut 











Gambar 6. Pengaruh Waktu Fermentasi Terhadap Kadar Protein 
Kadar protein diukur dengan menggunakan BSA sebagai standar pada panjang 
gelombang 730 sehingga diperoleh kurva standar (Lampiran 10). Hasil 
pengukuran menunjukkan kadar protein tertinggi diperoleh pada jam ke- 60, 












































Waktu Fermentasi (jam) 




semua protein yang diproduksi merupakan protein penghasil protease atau 
protease yang dihasilkan belum murni. 
 
 
4.4 Karakterisasi Enzim Protease dari Isolat TM2_A2 
4.4.1 Pengaruh Suhu Terhadap Aktivitas Protease dari Bakteri 
Karakterisasi enzim terhadap pengaruh suhu dilakukan pada rentang suhu 
40 
o
C - 80 
o
C. Nilai aktivitas protease dari hasil variasi suhu tersebut dapat dilihat 




Gambar 7. Pengaruh Suhu Terhadap Aktivitas Protease dari isolat Bacillus sp 
Aktivitas protease meningkat seiring dengan peningkatan suhu inkubasi, 
namun setelah mencapai suhu maksimum aktivitasnya  menurun. Suhu optimum 
protease dari isolat TM2_A2 yaitu 50 
o
C dengan nilai aktivitas  enzim protease 
sebesar 0,0437 U/mL. Aktivitas protease menurun setelah suhu 60 
o
C. Hal 








































mempengaruhi sifat katalitik pada sisi aktif enzim, sehingga kecepatan reaksinya 
berkurang. Pada kondisi tersebut substrat juga dapat mengalami perubahan 
konformasi,sehingga gugus reaktifnya tidak dapat lagi atau mengalami hambatan 
untuk berikatan dengan sisi aktif enzim.  
Penelitian yang telah dilakukan sebelumnya tentang enzim protease yang  
diisolasidari sumber air panas Tangkuban Perahu memiliki aktivitas tertinggi pada 
pH 8 dan suhu 60°C (Amelinda,2010). Pada tahun 2011, Hafiz juga berhasil 
mengisolasi bakteri penghasil enzim protease dari sumber air panas semurup 
kabupaten kerinci, jambi dengan aktivitas tertinggi pada pH 8 dan suhu 55 
o
C. 
Hasil kedua penelitian tersebut  hasilnya tidak jauh berbeda dengan penelitian ini, 
sehingga dapat disimpulkan bahwa bakteri penghasil protease memiliki suhu 
optimum rata-rata 50 
o
C ke atas. 
 
4.4.2 Pengaruh pH Terhadap Aktivitas Protease dari Bakteri 
Untuk karakterisasi pengaruh pH terhadap aktivitas enzim digunakan 
buffer fosfat-sitrat pada berbagai pH yaitu pH 4,0; 5,0; 6,0; 7,0 pada suhu 50°C 
yang merupakan suhu optimum yang diperoleh dari hasil karakterisasi pengaruh 





Gambar 8. Pengaruh pH terhadap Aktivitas Protease dari Bacillus sp. 
Dari grafik tersebut diketahui bahwa aktivitas enzim protease mencapai 
pH maksimum 7,0 dengan aktivitas sebesar 0,0400 U/mL dan kembali menurun 
pada pH 8 dengan nilai aktivitas sebesar 0.030U/mL.Setiap enzim memiliki pH 
optimum dimana pada pH tersebut struktur tiga dimensinya paling kondusif untuk 
mengikat substrat. Jika konsentrasi ion hidrogen  berubah dari konsentrasi 
optimal, maka aktivitas enzim secara progresif hilang hingga pada akhirnya enzim 
menjadi tidak  aktif (Lehninger 1982). Menurut Palmer (1981),aktivitas enzim 
menurun pada pH 8 karena berubahnya keadaan ion substrat dan enzim. 
Perubahan tersebut dapat terjadi pada residu asam amino yang berfungsi untuk  
mempertahankan struktur tersier dan kuartener enzim aktif. Perubahan struktur 
tersier dapat mengakibatkan sisi hidrofobik yang awalnya tersimpan pada bagian 
dalam molekul enzim menjadi terbuka, sehingga kelarutan enzim berkurang. 







































Hasil penelitian Sugiyono (2003) pada sumber air laut panas Poso 
menunjukkan protease dari Bacillus sp. memiliki aktivitas optimum pada kondisi 
pH 7 dan suhu 60 °C. Hasil penelitian tersebut sama dengan penelitian ini yaitu 
memiliki pH optimum 7, jadi dapat disimpulkan bahwa Bacillus sp. penghasil 














KESIMPULAN DAN SARAN 
 
5.1 Kesimpulan 
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa 
bakteri termofilik dari sumber air panas Tamalantik, Mamasa berpotensi sebagai 
penghasil enzim protease yang diproduksi optimum pada waktu 48 jam dengan 
nilai aktivitas protease 0,0092 U/mL dan aktivitas spesifik sebesar  0,0085 U/m. 
Protease dari isolat TM2A-2 bekerja optimum kondisi suhu 50 
o
C dan pH 7 
dengan nilai aktivitas sebesar 0.0437 U/mL. 
  
5.2 Saran 
 Sehubungan dengan besarnya mamfaat enzim protease sumber air panas 
dalam bidang industri maka perlu dicari lebih banyak lagi sumber air panas  yang 
lain. Sedangkan saran untuk penelitian kedepannya adalah agar dilakukan 
pemurnian terhadap enzim protease sumber air panas Tamalantik, Mamasa 
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Lampiran 1. Prosedur Pembuatan Media Pertumbuhan 























 Dimasukkan ke dalam Erlenmeyer 
 Dilarutkan dengan akuades 100 mL 
dan dihomogenkan 
 Diatur pH hingga 7 
 Dipanaskan diatas hotplate  
 Disterilkan dalam autoclave selama 
15 menit pada suhu 121 
o
C dan 
tekanan 1 atm 
 
 Dimasukkan ke dalam Erlenmeyer  
 Dilarutkan dengan akuades 100 mL 
dan dihomogenkan 
 Diatur pH hingga 7 
 Dipanaskan diatas hotplate  
 Disterilkan dalam autoclave selama 
15 menit pada suhu 121 
o
C dan 
tekanan 1 atm 
 Dituang ke dalam cawan petri steril 
 
yeast ekstrak 0,5%, NaCl 1%, 
dan pepton 1% 
Medium Pengaya 
yeast ekstrak 0,5%, NaCl 1%, pepton 1%, 































 Dimasukkan ke dalam Erlenmeyer  
 Dilarutkan dengan akuades 100 mL dan 
dihomogenkan 
 Diatur pH hingga 7 
 Dipanaskan diatas hotplate  
 Disterilkan dalam autoclave selama 15 
menit pada suhu 121 
o
C dan tekanan 1 
atm 
 Dituang ke dalam cawan petri steril 
 
yeast ekstrak 0,5%, NaCl 0,1%, bakto agar 
1,5%, pepton 0,1%, KH2PO4 0,01%, 
MgSO4.7H2O 0,01%, dan CaCl2 0,01%. 
Medium Suplemen 
Medium Substrat 
yeast ekstrak 0,5%, NaCl 0,1%, bakto agar 
1,5%, pepton 0,1%, KH2PO4 0,01%, 
MgSO4.7H2O 0,01%, CaCl2 0,01%, dan 
kasein 0,5% 
 Dimasukkan ke dalam Erlenmeyer  
 Dilarutkan dengan akuades 100 mL dan 
dihomogenkan 
 Diatur pH hingga 7 
 Dipanaskan diatas hotplate  
 Disterilkan dalam autoclave selama 15 
menit pada suhu 121 
o
C dan tekanan 1 
atm 
































dan Medium Produksi  
yeast ekstrak 0,1%, NaCl 0,1%, bakto agar 
1,5%, pepton 0,1%, KH2PO4 0,01%, 
MgSO4.7H2O 0,01%, CaCl2 0,01%, dan 
kasein 0,5% 
 Dimasukkan ke dalam Erlenmeyer 
 Dilarutkan dengan akuades 100 mL 
dan dihomogenkan 
 Diatur pH hingga 7 
 Dipanaskan diatas hotplate  
 Disterilkan dalam autoclave selama 
15 menit pada suhu 121 
o
C dan 






Lampiran 2. Pembuatan Buffer Sitrat-Fosfat 
Larutan A : 0,2 M larutan Na-fosfat dibasis (56,25 gram Na2HPO4.7H2O 
dalam 1000 mL akuades) 
Larutan B  : 0,1 M larutan asam sitrat  
Sebanyak  x mL Larutan A ditambahkan y mL Larutan B, diencerkan 100 mL 
Larutan A Larutan B pH 
10,2 39,8 3 
19,3 30,7 4 
25,7 24,3 5 
32,1 17,9 6 
43,6 6,5 7 
 
Lampiran 3. Pembuatan Buffer Fosfat 
Larutan A : 0,2 M larutan Na-fosfat monobasis (27,8 gram NaH2PO4.H2O 
dalam 1000 mL akuades) 
Larutan B  : 0,2 M larutan Na-fosfat dibasis (52,65 gram Na2HPO4.7H2O 
dalam 1000 mL akuades) 
Sebanyak  x mL Larutan A ditambahkan y mL Larutan B, diencerkan 200 mL 
 
Larutan A Larutan B pH 
39 61 7 
16 8 7,5 








Lampiran 4.  Skema Isolasi dan Pemurnian Bakteri Penghasil Protease dari  


























Sampel Air dan Sedimen 10 mL 
 - Dimasukkan dalam  medium pengayaan dengan 
perbandingan 1:2  
- Dikocok 24 jam dengan menggunakan shaker 
 
Biakan Medium Pengayaan  
 - Diinokulasikan ke dalam medium padat sebanyak     
200 µL 
- Diinkubasi pada suhu 37 oC dan 40 oC, pH 7,selama 
0-4 hari 
 
Biakan Medium Padat (Isolat Kasar Bakteri) 
 
Isolat Murni Bakteri Penghasil Protease 
 
- Diinokulasikan ke dalam medium suplemen, 
- Diinkubasi pada suhu 37 oC dan 40 oC, pH 7,selama 
0-4 hari 
 
Koloni Medium Suplemen 
 - Dilakukan secara berulang sampai diperoleh isolat 
murni, 
- Diinokulasikan ke dalam medium substrat 
































Isolat Murni Bakteri 
Penghasil Protease 
 • Disuspensikan ke dalam medium inokulum sebanyak   
2-3 ose  
• Diinkubasi pada shaker incubator (40 oC ; 18-24 jam ; 
180 rpm) 
• Sebanyak 10% diinokulasikan ke dalam medium 
produksi  
• Diinkubasi pada shaker incubator (40 oC ;   1-4 hari ; 
180 rpm) 
• Setiap 12 jam dilakukan sampling 
 
 
Data Waktu dan Konsentrasi Substrat 
Optimum Produksi Optimum 
• Dilakukan pengamatan pertumbuhan bakteri (DO), 
penentuan kadar protein, dan diuji Aktivitas enzim 


































Medium produksi 500 mL dari 
waktu dan konsentrasi substrat 
optimum produksi 
 
• Disentrifugasi dengan kecepatan 3500 rpm 
selama 15 menit 
 
 



















Bufer (0,2 M), pH 7 



















Inkubasi pada suhu 40 oC selama 10 menit 












Didiamkan pada suhu 40 oC selama 10 menit, dan disentrifuge 10.000 rpm 













Didiamkan selama 20 menit pada suhu 40 oC 











































 Ekstrak Kasar  
Data Hasil Kadar 
Protein 
Enzim Protease 
 Ekstrak Kasar  
Enzim Protease 
 Ekstrak Kasar  
 Masing-masing larutan dimasukkan ke dalam 
tabung reaksi sebanyak 1 mL  
 Ditambahkan 2,5 mL reagen lowry B dan 
dihomogenkan  
 Didiamkan selama 10-15 menit  
 Ditambahkan 0,25 mL reagen lowry A dan 
dihomogenkan  
 Didiamkan selama 30 menit  
 Diukur absorban tiap larutan menggunakan 
spektronik 20D
+
 pada panjang gelombang 
maksimum.  
















Lampiran 9. Karakterisasi Enzim Protease  















1 mL Ekstrak 
Kasar Enzim 
- Dicampurkan dan diinkubasi diinkubasi 









C, dan 60 
o
C 
- Diuji aktivitasnya pada setiap perubahan 
suhu. 
1 mL Substrat 
(Kasein) 




Data Hasil Aktivitas 
optimum pada Suhu 
tertentu 
1 mL Ekstrak 
Kasar Enzim 
1 mL Substrat 
(Kasein) 
























No [BSA]  (mg/mL) Absorban 
1 0,02 0,265 
2 0,04 0,3 
3 0,06 0,36 
4 0,08 0,42 
5 0,1 0,5 
- Dicampurkan pada pH 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 
dan 8,0 dan diinkubasi selama 60 menit 
pada suhu optimum. 
- Diuji aktivitasnya pada setiap perubahan 
suhu. 
Data Hasil Aktivitas 














Lampiran 11. Data pengukuran Kadar Protein dari Enzim Protease 
Kode Absorban    fp 
Konsentrasi Kadar protein 
protein (x) 
( x X fp) 
mg/mL 
12 jam 1,200 2 0,3569 0,7139 
24 jam 1,440 2 0,4424 0,8848 
36 jam 1,270 2 0,3819 0,7638 
48 jam 1,720 2 0,5422 1,0844 
60 jam 1,850 2 0,5885 1,1770 
72 jam 1,840 2 0,5849 1,1698 
 
Contoh perhitungan penentuan kadar protein: 
y = 2,8071x + 0,1987 



















Data absorban yang diperoleh disubstitusikan ke dalam persamaan standar    
y = 2,807x + 0,198 dimana y adalah absorbansi protein  untuk enzim protease. 
Diketahui y = 1,720 
1,720  = 2,807x  + 0,198 
2,807x   = 1,720 – 0,198 
2,807x   = 0,178 



















1 12 0,7139 0,0015 0,0021 
2 24 0,8848 0,0041 0,0046 
3 36 0,7638 0,006 0,0078 
4 48 1,0844 0,0092 0,0085 
5 60 1,1770 0,0062 0,0053 
6 72 11,698 0,0053 0,0045 
 




No pH Aktivitas Enzim (U/mL) 
1 4 0.009 
2 5 0.010 
3 6 0.018 
4 7 0.040 
5 8 0.030 
  
Lampiran 14. Data pengukuran aktivitas  protease dari Bacillus sp. terhadap   
pengaruh suhu 
No 
Suhu Aktivitas Enzim 
(°C) (U/mL) 
1 40 0.009 
2 45 0.015 
3 50 0.044 
4 55 0.039 





























              banyak                                                sangat banyak 












Lampiran 19  Identifikasi Bakteri dari isolat TM2A-2 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
